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RESUMEN
El tomate (Lycopersicon esculentum) es una de las principales hortalizas cultivadas
en Chile. Su sistema radical es atacado principalmente por bacterias, nemátodos y hongos
fitopatógenos. Éstos son causantes de enfermedades que producen lesiones en los vástagos,
pudrición de las raíces, caída de las plántulas y la muerte del vegetal. Lo cual se traduce en
pérdidas económicas importantes para el país.
El Bromuro de metilo (CH3Br), es un biocida de amplio espectro, usado
principalmente en cultivos hortícolas. Sin embargo, actualmente este compuesto químico ha
sido prohibido en varios países de Europa, no sólo por destruir la capa de ozono, sino por
ser un importante agente contaminante del agua. Nuestro país se comprometió a eliminar su
uso para el año 2015, respetando las directrices del protocolo de Montreal. Es por esta
razón, que el desarrollo de alternativas que no tengan un impacto negativo en nuestro
medio ambiente, son necesarias.
Hongos del género Trichoderma utilizan diferentes mecamsmos para atacar a
distintos fitopatógenos y utilizarlos como fuentes de carbono, de los cuales sobresalen por
su efectividad el micoparasitismo y la antibiosis. Por esto, hongos de este género surgen
como una alternativa atractiva al uso de fungicidas químicos.
En nuestro laboratorio se ha estudiado una cepa silvestre (Th-650) de Trichoderma
harzianum, que es capaz de biocontrolar parcialmente en campo e in vitro a patógenos del
tomate tales como: Rhizoctonia solani, Pyrenochaeta lycopersici y Phytophthora
nicotianae. Para mejorar las capacidades biocontroladoras de la cepa Th-650, éste fue
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tratado con N-metil-N-nitro-N-nitrosoguanidina con el objeto de generar mutantes. Se
obtuvieron doce mutantes de los cuales Th650-NG6, Th650-NG7, Th650-NGlO y
Th650-NGll se seleccionaron, por su crecimiento rápido y capacidad quitinolítica
mejorada con respecto a la cepa parental Th-650.
Para evaluar las capacidades antifúngicas de Th-650 y sus mutantes se procedió a
realizar ensayos de antagonismos in vitro (cultivos duales, metabolitos volátiles y
difusibles). Su caracterización permitió establecer que la mutante Th650-NG7, a través de
metabolitos difusibles, inhibió el crecimiento de R. solani significativamente mejor que
Th-650 y que el resto de los mutantes en estudio.
En base a la prueba estadística de Spearman, se pudo establecer una correlación
entre el nivel de proteínas secretadas al medio extracelular y el tipo de fotoperiodo al cual
estuvieron expuestos los cultivos líquidos de estos hongos. En fotoperiodo corto (otoño-
invierno) se observó un aumento en la secreción de proteínas y un aumento de la actividad
específica de todas las enzimas estudiadas, en comparación con fotoperiodo largo
(primavera-verano).
Por otra parte, se pudo establecer que los niveles de actividad p-l,4-endoquitinasa,
p-l,3-endoglucanasa y endoproteasa dependieron del tipo de fuente de carbono en la cual
fueron crecidos estos biocontroladores.
Se realizaron cultivos en medio líquido de Th-650 y sus mutantes usando quitina
blanca, glucanos de levadura, glucosa y micelio de los fitopatógenos como únicas fuentes
de carbono. En estas condiciones, se logró determinar que la mutante Th650-NG7 aumentó
significativamente su actividad p-l,4-endoquitinasa respecto a Th-650 y al resto de los
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mutantes, cuando la fuente de carbono fue micelio de R. solani. Th650-NG7 cultivada en
presencia de glucanos de levadura o micelio de P. lycopersici, presentó niveles de actividad
endoproteásica significativamente mejores que Th-650.
Finalmente, con el fin de establecer una relación entre el número de isoformas y los
niveles de actividad enzimática, se analizaron los patrones isoenzimáticos de estas
hidrolasas por medio de isoelectroenfoques asociados a zimogramas. Se observaron
múltiples patrones isoenzimaticos de /3-1,4-endoquitinasa y de /3-1,3-endoglucanasa,
producidos por los biocontroladores en respuesta a las diferentes fuentes de carbono
utilizadas en los cultivos líquidos. De estos ensayos se logró concluir que no existe relación
entre el aumento en los niveles de las actividades enzimáticas cuantificadas y su número de
isoformas.
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SUMMARY
The tomato (Lycopersicon esculentum) is one ofthe main vegetable crops cultivated
in Chile. Their root system is mainly attacked by bacteria, nematodes and phytopathogens
fungi. These attacks cause diseases that produce injuries in the piston rods, root rot, fall of
seedlings and the death of the vegetable, thus resulting in important economic losses for the
country.
Methyl bromide (CH3Br) is a wide-spectrum biocide used to control phytopathogen
attack in numerous horticulture crops. Nevertheless, at the present moment, the use of this
chemical compound has been prohibited in several European countries, because it causes
destruction ofthe ozone layer and pollution ofwater. Our country is committed to eliminate
its use by 2015, according to the directions of the Montreal protocol. Therefore, the
development of altematives for the control of phytopathogens without a negative impact on
our environment, is necessary.
Fungi of the Trichoderma genus use a variety of mechanisms to attack different
phytopathogens and to use them as carbon sources. Among these biocontrol mechanisms,
the most effective appear to be mycoparasitism and antibiosis. For these reasons, fungi of
this genus are an attractive altemative to the use of chemical fungicides.
We have studied a wild strain (Th-650) of Trichoderma harzianum, to able of
partially biocontrols, in field and in vitro, tomato pathogens such as: Rhizoctonia solani,
Pyrenochaeta lycopersici and Phytophthora nicotianae. In order to improve their biological
control properties, Th-650 was muted using N-metyl-N-nitro-N-nitrosoguanidine. Twe1ve
xv
mutants were isolated. From these mutants, Th650-NG6, Th650-NG7, Th650-NGlO and
Th650-NGll were selected for further analyses based on their higher growth and higher
chitinolytic activity, in comparison to the wild strain.
The comparison between Th-650 and these mutants was performed by analyzing, in
vitro, their antagonistic ability against the phytopathogens in dual cultures, secretion of
volatile and difusibles metabolites. This characterization enabled us to determine that
Th650-NG7 inhibited the growth of R. solani significantly better that Th-650 and the others
mutants, by altering diffusible metabolites.
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Based on Spearman statistical test, it was possible to establish a correlation between
the levels of extracel1ular proteins secreted and type of photoperiod in which the liquid
cultures of these fungi were exposed. In short photoperiod (autumn-winter), an increase in
protein secretion and the specific activity of al1 the enzymes studied, was observed in
relation to the long photoperiod (spring-summer). Additional1y, we determined that the
levels of B-l,4-endoquitinase, B-l,3-endoglucanase and endoprotease activity depend on
the type of carbon source in which these biocontrolers were grown.
We determined that B-l,4-endoquitinase activity increased significantly in Th-650
and the mutants, when the carbon source was R. solani mycelium, in comparison to other
carbon sources such as white chitin, yeast glucans and glucose. When Th650-NG7 was
cultivated using yeast glucans or mycelium of P. lycopersici as sole carbon source, the
levels of endoprotease activity was significantly higher, when compared to Th-650.
In order to establish a relationship between the number of isoforms and the levels of
enzymatic activity, we analyzed isoenzymics pattems of these hydrolases through
isoelectrofocusing associated to zymograms. We observed multiple pattems of
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~-l ,4-endoquitinase and ~- f,3-endoglucanase secreted by the biocontrolers in response to
the different carbon sources used in liquid cultures. It was possible conc1uded that the
increase in the leve1s of enzymatic activity quantified was not correlated with the number of
isoforms.
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